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論文内容の要旨
1.はじめに
マメ科植物は、根粒菌とのシグナル交換を経て根粒を形成し、その中で根粒菌は窒素固定を行
う。一部のダイズ系統は Rj 遺伝型を有し、 Bradyrhizobiumjaponicum や Sinorhizobiumj均dii とし、っ
たダイズ根粒菌との共生を制御している。その一つめ'2 遺伝型は、 B. japonicum USDA122 など一
部の根粒菌株との共生を妨げるが、近縁のゲノム全塩基配列決定株 B.japonicum USDAII0 株など
他の根粒菌とは正常な共生を行う o Rjz はダイズの優性遺伝型で、 Hardee や CNS などの栽培品種
に見られるo~危l 遺伝型は、 s. j均diiUSDA257 株などとの共生を妨げるが、近縁株s.斤ediiUSDA191 
株など他の根粒菌とは正常な共生を行う。これら 2 つの遺伝型はダイズの 16 番染色体上の
Glyma16g33780 遺伝子にマップされている。すなわち、この遺伝子のアリルは同2 と Rfgl という
2 つの根粒菌抑制現象に関連していて、病原耐性遺伝子 R-gene メンバー特有の構造をコードして
いる。
植物病原菌には Type III 分泌系 (Type 凹 secretion system, T3SS と略す)と呼ばれるタンパク質
を分泌する装置がある。病原菌が植物に病気を起こすためのタンパクであるエフェクターをT3SS
により分泌し、植物がエフェクターを認識して防御応答が誘導される。一方、植物共生菌でT3SS
はよく保存されていが、その役割は不明である。 RJ.主l 遺伝型ダイズは s. j均diiUSDA257 のT3SS
破壊株と有効な共生窒素固定を行うことが報告されている。そこで、本研究では Rjz の共生不和合
性のメカニズ、ム解明に向けて、 B.japonicum USDA122 株のT3SS が共生不和合性に果たす役割に
ついて明らかにすることを目的とした。
2. B.japonicum USDA122 株のゲノム解析
B.japonicum USDA122 株のゲノム DNA をゲノム解析に供した。 454GS-FLX pyrosequencer を用
いて得られた 846，387 個のシングルリードデータと cosmid ライブラリーの末端配列データ 3，405
個を newbler 2.3を用いてアセンブリし、さらに BAC ライブラリーの末端配列を用いて編集する
ことにより、最終的に 150 本の contig を形成し、このうち約 80 本の contig を用いて 8.6Mb をカバ
ーする環状のドラフトゲノム塩基配列を構築できた。
USDAIlO株のゲノムサイズ 9， 105 ，828 bp で 8，317 個の遺伝子に対して RAST server による
USDA122 株の遺伝子予測結果では、現在解読された配列サイズが 9，010，913 bp で 8 ，674 個の遺伝
子が予測された。 USDAIlO株ゲノム塩基配列と比較したところ、全体的に相向性が高いが、
USDA122 は USDAll0 と比べて約 5Mb の大きなゲノム逆位が生じていることも明らかとなった。
3. B.japonicum USDA122 株の T3SS 遺伝子の解析
本研究で明らかにした B.japonicum USDA122 のT3SS クラスター領域には、 10 個のT3SS 構造
体遺伝子 (rhc V， rhcCl. rhcC2. rhcJ, rhcN. rhcQ. rhcR. rhcT. rhcU. rhcS) および一つのアクティベー
ター遺伝子 (tts乃が見いだされ(図)、 USDAI lO株と比較したところ rhc V， rhcC2. rhcR. rhcT の 4
つの遺伝子で塩基置換が見いだされた。これらの塩基配列ををアミノ酸配列に翻訳し、 USDAI lO
株の相同遺伝子と比較したところ、全て同義置換でありアミノ酸レベルで、は全く置換がおこって
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いないことが判明した。
B. japonicum USDAll0 をはじめとする根粒菌のT3SS 遺伝子群の転写制御には以下のような階
層性のあることが知られている。フラボノイドを感知した NodD1 タンパクは nodbox を持ってい
る多くの遺伝子を活性化する。 B.japonicum USDA110 では ttsI 遺伝子上流に nodbox が存在し、生
成されたTtsI タンパクが tts box を持っている多くの遺伝子を活性化する。ここで活性化される遺
伝子の中で比較的よく研究されているものがT3SS 構造体遺伝子群 rhc (rhc V, rhcCl, rhcC2, rhcJ, 
rhcN, rhcQ, rhcR, rhcT, rhcU, rhcめとT3SS 分泌タンパク (nopA， nopB, nopF, nopL, nopP, nopT, nopM, 
pgl, GunA2 など)である。そこで、 USDA122 ゲノムのT3SS 遺伝子クラスタ上に存在するこれら
のシスエレメントを調べたところ、 ttsI 遺伝子の上流に 1 個の nod box が、 USDAll 0 ゲノムと同
様な場所に tts box が 4 カ所存在することが明らかとなった(図)。
4. B.japonicum USDA122 株のT3SS 遺伝子破壊および分泌タンパクの解析
USDA122 株ゲノム上の rhcJ遺伝子と ttsI遺伝子について、薬剤耐性遺伝子カセットを用いた挿
入変異株をそれぞれ作製した(図) (l22MhcJ株， 122ilttsI 株と命名)。それらの変異株および親株、
USDA110 株それぞれを、フラボノイド(Genistein) 添加または無添加条件で培養し、その上清を
凍結乾燥した後、 SDS-PAGE に供した。親株には存在するが、 122MhcJ 株および 122企ttsI 株で消
失したバンドが 5 つ見つかった。これらはいずれもフラボノイド添加条件でのみ検出された。こ
れらのバンドを切り出し、トリプシンで処理後 MALDI-TOF-M町MS 解析し、フラグメントサイズ
を USDAll 0 株のアミノ酸データベースと照会した。その結果、NopM， GunA2, NopE2 , NopE1 , NopF 
タンパク質が、フラボノイド添加の USDA122 野生株で検出され、T3SS ノックアウト変異体であ
る 122MhcJ株では検出されなかった。したがって、これらのタンパク質は、フラボノイド存在下
においてT3SS に依存して分泌されていることが明らかとなった。特に、 USDAll0 株の NopE1 は
宿主に移行されることが根粒菌としては初めて証明されたタンパク質である。以上の結果と知見
により、 B.japonicum USDA122 株のT3SS は機能していると判断した。
5. B.japonicum USDA122 のT3SS 遺伝子破壊株の共生表現型
Rj2 遺伝型ダイズ Hardee に 122企rhcJ株および 122企出I 株を接種したところ、いずれも根粒形成
と窒素固定が起こることが判明した。一方、 USDA122 野生株の Hardee 接種では根粒形成は認め
られなかった。この結果は、 Rj2 遺伝型ダイズと USDA122 株との共生不和合性はT3SS を介して
分泌されるエフェクタータンパク質が原因であり、宿主ダイズの Rj2 遺伝子と何らかの相互作用を
起こし、共生にネガティブな影響を与えることを強く示唆した。
6. B.japonicum USDA122 の共生不和合性を起こすエフェクター遺伝子候補の探索
Rj2 遺伝型ダイズと正常な共生を行う B.japonicum USDA110株および USDA6株にでは機能せず、
USDA122 株で特異的に機能するエフェクターが共生不和合性を引き起こす可能性を考え、それを
探索した。文献情報から USDAll0 のエフェクター候補遺伝子を探し出し、それぞれ USDA122 ま
たは USDA6 のオルソログのアミノ酸配列の比較を行った。 USDAll0 のエフェクター候補遺伝子
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の半数が集中する T3SS 遺伝子クラスター付近の 10 遺伝子に関して菌株間で比較したところ
nopE 1, nopP 1 それにタンパク解析で新たに分泌が確認された bll1 840 の 3 つの遺伝子産物に関し
てアミノ酸置換が認められた。
7. USDAI22 、 USDAIIO 近縁株の ベh ダイズ共生不和合性
CGH 解析により 、 USDAI 22 近縁株として NC4 株と NK2 株が知られている。 他方、 NC6 株は
USDAll0 株と系統上類縁である。 Rh遺伝型ダイズ Hardee に各菌株を接種したところ 、 NC4 株、
NK2 株は USDAI22 株と同傑に共生不和合性を示し 、 NC6 株は USDA ll 0 株と同様に有効な共生
成立を示した。 このことは共生不和合性が系統によって規定されることを意味する。
本研究により 、 以下のことが明らかとなった。 ゲノム解析と T3SS 遺伝子破壊株のタンパク解
析により B.japonicum USDA 1 22 の T3SS は実際にタンパク質を分泌していた。 また、T3SS 遺伝子
破壊株である 1 22MhcJ、T3SS 制御遺伝子山/破壊株 1 22Mts l は双方とも 町2 ダイズ Hardee に対し 、
正常な根粒を形成した。 したがって 、 B.j叩onicum USDA 1 22 が め'2 遺伝型ダイズ トl ardee に共生不
和合性を起こす原因は、 T3SS 依存的な分泌タンパク質であることが強く示唆された。
研究で T3SS 遺伝子クラスター周辺の解析を行ったが、今後、町2遺伝型ダイズに共生不和合
性を起こすエフェクターの同定を行うことにより 、 なぜ根粒菌が T3SS エフェクターで誘導され
る病原応答システム ETI (effector-triggered immunity) をマメ科植物との共生に利用しているか
という疑問についての解明が進むと考えられる。
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図 • Bradyrhizobiumjaponicum の USDA I 22 と USDA II O の T3SS 遺伝子クラスターの比較
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論文審査結果の要旨
マメ科植物は、根粒菌とのシグナル交換を経て根粒を形成し、その中で根粒菌は窒素固定
を行う。一部のダイズ系統は町遺伝型を有し、ダイズ根粒菌との共生を制御している。その
一つ Rj2遺伝型は、 B.japonicum USDA122 など一部の根粒菌株との共生を妨げるが、近縁の B
japonicum USDAll0 株など他の根粒菌とは正常な共生を行う。本研究ではめ'2 の共生不和合性
のメカニズ、ム解明に向けて、 B. japonicum USDA122 株のタイプ III 型タンパク質分泌系(T3SS)
が共生不和合性に果たす役割について明らかにすることを目的とした。
B. japonicum USDA122 のT3SS クラスター領域には、 10 個のT3SS 構造体遺伝子 (rhc V，
rhcCl , rhcC2, rhcJ, rhcN, rhcQ, rhcR, rhcT. rhcU, rhcS) および一つのアクティベーター遺伝子
(ttsl) が見いだされ USDAll 0 株と比較したところ、全く同じアミノ酸配列で、あった。また、
転写制御の階層性も同様と推定された。
USDA122 の rhcJ， ttsI遺伝子破壊株(122&hcJ， 122企町1) を作成し、親株と分泌タンパク質を
調べたところ、野生株では NopM， GunA2, NopE2, NopE1 , NopF タンパク質が検出され、
122&hcJではそれらは検出されなかった。以上の結果より、 B. japonicum USDA122 のT3SS は
機能していると判断した。 Ri2 遺伝型ダイズ Hardee への接種実験により、T3SS 遺伝子破壊株
で根粒形成と窒素固定が起こったが、野生株では根粒形成は認められなかった。この結果
は、 Rj2遺伝型ダイズと USDA122 株との共生不和合性はT3SS を介して分泌されるエフェクタ
ータンパク質が原因であり、宿主ダイズの Rj2 遺伝子と何らかの相互作用を起こし、共生にネ
ガティブな影響を与えることを強く示唆した。
Rj2遺伝型ダイズと正常な共生を行う B. japonicum USDA110 では機能せず、 USDA122 で特
異的に機能するエフェクターが共生不和合性を引き起こす可能性を考え、 T3SS 遺伝子クラス
ター付近の 10 遺伝子に関して菌株間で比較したところ nopEl， nopPl bll1840 の 3 つの遺伝子
産物に関してアミノ酸置換が認められた。
本研究は、 RiJ 遺伝型ダイズ、に共生不和合性を起こすエフェクターの存在を明らかにしたも
のであり、なぜ根粒菌が T3SS エフェクターで、誘導される病原応答システムをマメ科植物との
共生に利用しているかとし、う植物病理学と共生科学の接点の課題解明の基盤を作った興味深
い研究である。以上の論文内容は、津久井隆裕氏が自立して研究活動を行うに必要な高度の
研究能力と学識を有することを示している。そこで、審査員一向、津久井隆裕氏提出の論文
は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認めた。
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